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A osteoartrite é uma doença articular degenerativa que causa dor, diminuição da amplitude de 
movimento, perda de função e incapacidade física para executar as principais atividades de vida 
diária. O exercício constituído por caminhada de intensidade moderada em esteira é um dos 
tratamentos não farmacológicos da osteoartrite de joelho, mas seus efeitos especificamente em 
biomarcadores relacionados com degradação articular de joelho e possível associação com 
funcionalidade permanecem inconclusivos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos 
do treinamento com exercício físico de intensidade moderada em esteira nos biomarcadores 
sistêmicos de estresse oxidativo, parâmetros inflamatórios locais, no desempenho físico 
funcional, além de quantificar células da cartilagem em ratos com osteoartrite de joelho induzida. 
Materiais e método: 27 ratos Wistar (433 + 18g, 12 semanas de idade) foram divididos em três 
grupos (n = 9 por grupo): grupo sham (SHAM); grupo osteoartrite de joelho induzida (OA); 
grupo treinamento com exercício físico e osteoartrite de joelho (OAT). A osteoartrite de joelho 
foi induzida por uma única injeção de monoiodoacetato de sódio (MIA) na concentração de 1,2 
mg. O treinamento físico foi progressivo (16 m/min-1 30-50 min/dia) e com frequência de 3 
dias/semana durante 8 semanas. Vinte e quatro horas após o último dia de intervenção, todos os 
animais dos três grupos realizaram testes funcionais incluindo número de quedas durante o teste 
Rotarod, tempo e número de falhas durante o deslocamento em plataforma de 100 cm. Em 
seguida, os ratos foram eutanasiados e materiais biológicos coletados para a avaliação de 
biomarcadores articulares inflamatórios e sistêmicos para avaliação do estado redox. A 
articulação do joelho foi removida e utilizada para avaliação histológica. Foram utilizados para 
analisar os dados o teste ANOVA oneway (p<0,05) seguido de post-hoc Tukey (dados 
paramétricos) ou Kruskal Wallis seguido de post-hoc de Dunn (não paramétricos). Modelos de 
regressão linear múltipla stepwise foram aplicados a fim de verificar a associação entre 
biomarcadores e funcionalidade. Resultados: O grupo OAT apresentou maiores escores de 
desempenho funcional em todos os testes de função articular (teste de Rota rod p = 0,002, tempo 
de falhas de deslocamento p = 0,005, número de falhas de deslocamento p = 0,0002) comparado 
com os demais grupos. Observou-se redução nas concentrações articulares dos biomarcadores de 
degradação articular (IL-1β p<0,0001, TNF-α p=0,0001) e aumento na concentração articular de 
BDNF no grupo OAT comparado ao grupo OA. Além disso, as concentrações articulares das 
citocinas IL-6 (p<0,005) e IL-10 (p<0,0001) foram maiores no grupo OA comparado aos demais 
grupos. As concentrações de ambos marcadores articulares (IL-1β e TNF-α) explicaram 58% da 
 
 
variabilidade do número de quedas (p<0,001), ao passo que o TNF-α analisado isoladamente 
explicou 29% da variabilidade do tempo de deslocamento em percurso conhecido (p=0,002) e 
21% da variabilidade do número de quedas (p=0,01). Conclusão: Todos os achados indicam a 
eficácia do treinamento de intensidade moderada em esteira para reduzir a degradação articular 
de joelho com OA induzida, uma vez que modula biomarcadores locais inflamatórios e 
sistêmicos relacionados com estresse oxidativo. Além disso, esta modulação em biomarcadores 
de degradação articular propiciou conservação celular que impactou positivamente na 
funcionalidade de ratos com osteoartrite de joelho induzida por monoiodoacetado de sódio. 
 




















OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the effect of moderate treadmill training on 
joint inflammatory profile and functional performance on induced knee OA in rats. 
METHODS:  27 male rats were divided into three groups of nine animals each: sham (SHAM); 
induced knee OA (OA); OA exercise training (OAT). The knee OA was induced by 
monosodium iodoacetate. The OAT group trained for 8 weeks. Functional tests including Rota 
rod test, displacement in footbridge of 100 cm were performed. The rigth joint lavage was used 
IL1β, TNF, IL10 analysis. Articular capsule of the same joint was used for BDNF and IL6 
analysis. The left joint was used for histological analysis. Redox status was evaluated in plasma. 
RESULTS: Oxidative stress parameters and joint biomarkers inflammatory profile indicate the 
induction of knee OA. The OAT group presented a higher functional performance in all joint 
function tests, reduction of IL1 and TNF joint level, increase of BDNF joint level. The levels of 
both IL1 and TNF explained 58% of the variability of number of falls, while only TNF explained 
29% of the variability of time of displacement and 21% of the variability of number of 
displacement failures. The histological data confirm the preservation rate of chondrocytes in the 
joint cartilage. CONCLUSION: Our results indicate the effectiveness of moderate treadmill 
training to reduce knee joint degradation associated to improving functionality of induced knee 
OA in rats. The greater cell conservation infers that this dose favored the attenuation of the 
degenerative process. 
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A osteoartrite (OA) é a doença articular caracterizada pelo aumento permanente e 
constante da degradação de componentes da cartilagem, gerando dor, rigidez e alterações 
estruturais que culminam em limitações funcionais e piora na qualidade de vida do paciente 
(FELSON 2004; BLANEY DAVIDSON et al., 2017).  Considerada a forma mais comum de 
doença articular em adultos (FELSON 2004), é uma das dez doenças mais incapacitantes nos 
países desenvolvidos (HELMICK et al., 2008). As estimativas da Organização Mundial de 
Saúde (OMS, 2015), são de que em todo o mundo 9,6% dos homens e 18% das mulheres com 
idade superior a 60 anos apresentarão quadro clínico sintomático. Além disso, 80% dos 
portadores de osteoartrite apresentarão limitações de movimento e 25% não poderão executar 
suas principais atividades da vida diária. 
Sua etiologia é multifatorial e pode estar relacionada à traumas constantes na 
cartilagem articular decorrentes de práticas de alto impacto (ROJAS-ORTEGA et al., 2015), 
sobrepeso e obesidade acarretando sobrecarga articular (ABRUZZO et al., 2013), fatores 
genéticos, bioquímicos relacionados à composição do colágeno e outros componentes 
estruturais do tecido (URBAN, 1994), além de fatores hormonais e do envelhecimento 
(COOPER et al., 2013) . Evidências recentes, sugerem o papel inflamatório (ATTUR et al., 
2013) e o estresse oxidativo como fatores de agravo para o desenvolvimento e progressão da 
osteoartrite (HENROTIN et al. 2003; LOESER, 2011). 
. Acredita-se que o estresse oxidativo, danificaria os componentes celulares 
relacionados com a manutenção da matriz da cartilagem como ácidos nucleicos, 
proteoglicanos e colágeno, bem como oxidaria proteínas alterando as suas funções biológicas 
(HENROTIN et al., 2003; YUDOH et al., 2005). Evidências recentes, também apontam o 
estresse oxidativo como fator causal primário na sua patogênese visto que, pacientes com 
osteoartrite comparados com controles hígidos apresentam componentes oxidantes 
aumentados e componentes antioxidantes reduzidos sistemicamente (ABRUZZO et al., 2013; 
GERMANOU et al., 2013). Somado a isto, considerando que espécies reativas de oxigênio 
(EROs) podem promover danos oxidativos em diversos componentes articulares, o aumento 
das concentrações de EROs poderia danificar o DNA mitocondrial, contribuindo com o 
desequilíbrio da homeostase da matriz extracelular e apoptose dos condrócitos ( YUDOH et 
al., 2005, CIFUENTES et al., 2010). Além disso, deve-se considerar que o estresse oxidativo, 
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além de promover a destruição da cartilagem, parece desencadear cascata de eventos 
neuroinflamatórios que influenciam diretamente a progressão da doença (REED et al., 2014). 
O estado inflamatório aumentado resultaria em perda da integridade da matriz 
extracelular, danos oxidativos e, finalmente, morte de condrócitos. Na osteoartrite, citocinas 
pró-inflamatórias presentes na cavidade articular alteram o equilíbrio em favor da degradação 
da cartilagem (ABRAMSON e ATTUR, 2009; SOKOLOVE e LEPUS, 2013; 
WOJDASIEWICZ et al., 2014). Alguns dos principais fatores neste processo são as 
interleucinas (IL) IL1, IL6, o fator de necrose tumoral (TNF)  (PELLETIER et al., 2001), e 
metaloproteases da matriz (MMP) (GOLDRING e GOLDRING, 2004; MOILANEN et al., 
2009).  
Até onde se sabe, não há relatos na literatura que demonstrem a eficácia de 
tratamentos que revertam os danos causados na articulação ou retardam de forma eficaz a 
progressão da doença. Atualmente, as abordagens terapêuticas são pautadas principalmente no 
controle da dor, e consequentemente, atuando na melhora da funcionalidade comprometida 
por fatores relacionados a causas álgicas (ALTMAN, 2010). O uso crônico de medicamentos 
anti-inflamatórios  não esteróides (AINES) é a terapêutica medicamentosa mais comum e 
primariamente prescrita para o controle dos sintomas; entretanto, apresenta diversos efeitos 
sistêmicos adversos, incluindo ulceração gastrointestinal, inibição da agregação plaquetária e 
alterações no fluxo renal (KENNA et al., 2001; ZHANG et al., 2008; TRELLE et al., 2011). 
Como alternativa para minimizar a progressão da doença e controlar a dor, função 
física e qualidade de vida, a literatura vigente aponta efeito de condroproteção do treinamento 
constituído por exercício físico de intensidade moderada realizado no solo. Este efeito, parece 
estar relacionado com a ação da transdução dos sinais mecânicos das atividades de impacto 
sobre a preservação dos proteoglicanos um dos constituintes da cartilagem articular e seu 
efeito parece ser positivo sobre os condrócitos (QUINN et al., 1998; FEHRENBACHER et 
al,. 2003; PARK et al,. 2004; LI et al., 2013;). De acordo com Roman-Blas (2006), o estresse 
mecânico de baixa magnitude, descrito ao longo da dissertação como “exercício moderado de 
baixo impacto” parece suprimir as vias de formação de IL1 e TNF, mediadores inflamatórios 
envolvidos com degradação articular. Consequente à redução local (articular) destes 
mediadores inflamatórios, haveria regulação positiva a favor da síntese de proteoglicanas e 
colágeno. Somado a isto, ocorreriam ajustes no sistema de defesa antioxidante endógena ( 
GALOIS et al., 2003, CIFUENTES et al., 2010). 
Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que o treinamento constituído 
por exercício físico moderado promoveu mudanças nas concentrações sanguíneas dos 
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receptores solúveis para o fator de necrose tumoral (TNF) relacionadas com melhora 
funcional. Além disso, evidenciou relação direta entre concentrações plasmáticas elevadas de 
BDNF com melhora em parâmetros clínicos em sujeitos com osteoartrite de joelho (GOMES 
et al., 2012; SIMÃO et al., 2014). Apesar da literatura atual apontar efeitos positivos do 
treinamento com exercício físico em biomarcadores sistêmicos e de funcionalidade em 
sujeitos com osteoartrite de joelho, permanece lacuna no que tange o efeito condroprotetor 




A osteoartrite é uma doença crônica causada por degeneração articular 
progressiva e, consequente, perda de superfície da cartilagem articular, comprometendo assim 
integridade do tecido. As alterações estruturais e/ou funcionais atingem não somente os 
componentes articulares, a saber, a cartilagem propriamente dita, sinóvia e líquido sinovial, 
como também o atinge os tecidos adjacentes incluindo tendões, ligamentos, meniscos, cápsula 
articular e osso subcondral.  (PEREIRA et al., 2011; LITWIC et al., 2013; BERENBAUM, 
2013).  
O processo degenerativo resulta em uma experiência álgica persistente que 
culmina em limitação funcional, impactando, significativamente, a execução de tarefas diárias 
e instrumentais dos indivíduos que apresentam osteoartrite (MARCH e BAGGA 2004; 
MICHAUD et al, 2006; LOSINA et al, 2011). No Brasil, a osteoartrite ocupa o terceiro lugar 
entre as causas de pagamento de seguros da Previdência Social, representando 7,5% de todos 
os afastamentos de trabalho. É a segunda doença entre as que justificam auxílio inicial e 
auxílio-doença e a quarta com 6,2% a determinar as aposentadorias. Além disso, representa 
uma das principais causas de incapacidade e morbidade em pessoas com 45 anos de idade. 
Toda articulação sinovial é susceptível à osteoartrite. Entretanto, articulações 
submetidas a situações de sobrecarga e imposição de impacto como tornozelos, quadris e 
joelhos apresentam maior prevalência na ocorrência de osteoartrite. Sua etiologia é 
multifatorial e não está totalmente elucidada. Sabe-se que fatores locais como sobrecarga ou 
condições biomecânicas que alteram a distribuição de forças sob a superfície articular como 
deformidade por traumas repetitivos na articulação, sarcopenia e desnutrição, afetam os 
vetores de forças aplicadas à articulação gerando processo de desgaste (RADIN e ROSE, 
1986, BURR 2004, BULLOUGH, 2004) e início de apoptose de condrócitos. 
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A ocorrência da osteoatrite pode estar relacionada à diversos fatores sendo que 
esses, responsáveis por desencadear o processo degenerativo, seja por causas mecânicas, ou 
até mesmo, por modificações na composição bioquímica do compartimento intra-articular, os 
fatores bioquímicos estão relacionados à ação das enzimas degradativas, conhecidas como 
metaloproteinases da matriz (MMPs), responsáveis por clivar o colágeno e proteoglicanos 
(FEHRENBACHER et al,. 2003; LOESER et al., 2012; HUI et al., 2014; REED et al., 2014; 
ASSIS et al., 2016), elementos constituintes da cartilagem e que determinam a funcionalidade 
da estrutura. Em um estudo caso controle de Valdes (2006) foram encontradas associações 
entre polimorfismos de 12 genes relacionando-os a alterações clínicas e radiológicas em 
pacientes com OA, assim, o fator genético pode também contribuir com o desequilíbrio a 
favor do catabolismo, consequente apoptose de condrócitos e modificação na a composição 
do colágeno. Além destes, outros fatores inerentes ao indivíduo como a idade, gênero e etnia 
estão relacionados com o aumento da incidência da osteoartite. Jordan (2007), analisou 
imagens radiográficas da população americana dividida entre afrodescendentes e brancos, as 
pessoas negras tinham uma prevalência ligeiramente maior de queixa sintomática de joelho e 
alterações radiológicas quando comparados a indivíduos brancos, na população estudada, as 
alterações radiográficas graves afetaram cerca de 1% das pessoas com osteoartrite com idade 
entre 25 e 34 anos, este número aumentou em torno de 50% na população com a faixa etária 
de 75 anos ou mais, evidenciando assim a idade como um fator de risco para OA de joelho. 
Além disso, observou que a prevalência foi maior em idosos e mulheres. Neste contexto, sabe-
se que mulheres pós-menopausa são mais susceptíveis à ocorrência de osteoartrite em função 
à privação hormonal do estrógeno. (COOPER et al., 2013).   
A articulação do joelho, devido à sua característica de redistribuição de cargas e 
várias inserções musculares que contribuem para a ação de forças de compressão e tensão 
(HELMICK et al., 2008; WISE et al., 2012), favorece o estudo desse segmento com foco em 
abordagens que auxiliam na compreensão dos processos articulares degenerativos e 
inflamatórios. Embora a fisiopatologia da degeneração na osteoartrite é amplamente estudada, 
ainda há uma lacuna na literatura sobre seu desenvolvimento inicial à síndrome clínica 
sintomática da osteoartrite. A degeneração articular representa o início insidioso, sendo que a 
procura por assistência médica ocorrerá em função do aparecimento de sintomas de dor, 
desconforto e rigidez articular (HOCHBERG, 2013). Portanto, é de extrema relevância 
estudar abordagens de prevenção e/ou terapêuticas que retardam ou impeçam sua progressão 
ainda na fase inicial. 
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1.2 Estrutura Articular 
A articulação sinovial é composta basicamente de dois segmentos ósseos 
interligados por tecidos conectivos e separados por estruturas, cuja finalidade, é estabelecer 
movimentos propiciando funcionalidade aos membros. A cartilagem articular é o tecido 
conjuntivo protetor que reveste as extremidades dos ossos longos, atuando como um 
amortecedor reduzindo, desta forma, o atrito durante o movimento. Quando presente, a 
osteoartrite leva a uma fibrilação do tecido cartilaginoso, seguido por fissuras, gerando a 
diminuição da espessura da cartilagem e consequente perda progressiva da cartilagem 
articular, gerando erosões no tecido e exposição do osso subcondral.   
 A cartilagem articular hialina é constituída por quatro camadas diferenciadas pela 
forma das células, estas, denominadas condrócitos. Em termos didáticos, as camadas da 
cartilagem podem ser divididas em zona superficial, média (transição), profunda e calcificada. 
As três primeiras camadas compõem a cartilagem não calcificada e a fina região que 
determina essa divisão é denominada tidemark (Fig.1). Estas, por sua vez, diferenciam-se 
conforme o teor de proteoglicanos e disposição das fibras de colágeno.  
 O osso subcondral, como a própria terminologia infere, é a estrutura encontrada 
abaixo da última zona de cartilagem calcificada e é dividido em placa cortical, zona trabecular 
e osso subarticular. Há uma estreita relação entre a cartilagem articular e o osso subcondral, 
essa proximidade implica não somente na localização, mas também no mecanismo principal 
de reparação celular, sendo responsável também, pela manutenção da celularidade, fato esse, 
que contribui com a função fisiológica das articulações. Portanto, o desequilíbrio no estado 
mecânico e/ou biológico do osso subcondral pode alterar a manutenção da matriz extracelular 
e gerar disfunções na própria cartilagem, contribuindo para sua degradação progressiva que 
culmina em perda funcional da estrutura (ROMAN-BLAS et al., 2009; GOLDRING e 




Figura 1. Representação ampliada da cartilagem e sua constituição. 
 
Fonte: Adaptada pela autora*. a)Articulação tibiofemoral, b)estratificação da cartilagem e c)composição da 
cartilagem articular. H2O=Água. a):Disponívelem:<https://pt.dreamstime.com/ilustra%C3%A7%C3%A3o-
stock-joelho-anatomia-vista-dorsal-image82091983> acesso em: mar. 2017. b): Disponível em 
:<http://fisioliferodrigorivelino.blogspot.com.br/2011/04/dad-cartilagem-articular.html > acesso jun.2017.c): 
Disponível em:< https://www.articulacoes.com.br/editorial/102/o-movimento>  acesso em: mar. 2017. 
 
No estado de repouso da cartilagem adulta saudável, os condrócitos estão inativos 
e há pouca deposição de cartilagem na matriz. Martinek (2003) descreveu de maneira didática 
o início do processo degenerativo da osteoartrite iniciado em alterações do metabolismo dos 
condrócitos. O aumento desse catabolismo metabólico, pode ser visto como resposta a um 
estresse, visando restituir a remodelação da matriz, essas células aumentam seu metabolismo 
a favor do aumento de produção de proteínas e, nesse processo, as enzimas de degradação 
também podem, eventualmente, ser liberadas (ATTUR et al., 2013). O aumento do teor de 
água concomitante à redução de proteínas resulta em comprometimento funcional da 
elasticidade e absorção de impacto na cartilagem.  Posteriormente, as unidades funcionais 
(condrócitos) aumentam sua atividade metabólica na tentativa de reparar o dano e 
reestabelecer a homeostase, proliferando e aumentando sua atividade metabólica resultando 
na formação de conglomerados de células, denominados clusters com moléculas de matriz 
recém-sintetizadas. Essa tentativa de manutenção da taxa de componentes, frente à 
diminuição da síntese pode durar anos e nesta fase a doença pode ser assintomática. Na última 
fase, os condrócitos já não podem metabolizar sintetizando a matriz extracelular, ocorrendo, 
desta forma, o início da fissura da superfície articular, podendo ocorrer perda completa de 







Todos esses fatores culminarão em alteração da arquitetura e das propriedades da 
zona cortical e do osso trabecular. Essas mudanças resultarão no desenvolvimento de 
esclerose óssea ou cistos, espessamento da placa óssea, remodelamento do osso trabecular 
com deposição de osteófitos (fig.2). 










Legenda: 1-Mudanças degenerativas precoces, alteram através de 
modificação do metabolismo de condrócitos o conteúdo do líquido 
sinovial, enzimas degradativas são ativadas e inicia-se o processo de 
erosão da cartilagem.2- Mudanças degenerativas avançadas se instalam 
com redução do espaço articular, também não há mais revestimento da 
superfície óssea pela cartilagem, a remodelação óssea é iniciada pela 
formação de osteófitos. 3- Na última fase, ocorre completa remodelação e 
inicia o processo de fusão das estruturas, desencadeando a limitação 
funcional em seu modo mais grave. Fonte: Disponível em:< 
http://adrianoleonardi.com.br/artrose-do-joelho-causas-diagnostico-e-




Evidências apontam o estresse oxidativo e o consequente aumento das espécies 
reativas de oxigênio, estado inflamatório e apoptose de condrócitos como fatores causais da 
patogênese da osteoartrite. Além disso, o estresse oxidativo e o aumento do perfil inflamatório 






progressão da doença e a incapacidade articular (GALOIS et al., 2004; HENROTIN et al., 
2003; LOESER 2012; ATTUR et al., 2015; ATTUR et al., 2013). 
Sabe-se que processo de desenvolvimento da osteoartrite, decorre do 
envolvimento global das estruturas articulares, bem como remodelação dos tecidos 
adjacentes, e que esse processo é conduzido por uma série de mediadores inflamatórios. 
Todavia, ainda não está totalmente elucidado se os eventos catabólicos na cartilagem 
precedem aqueles que ocorrem no osso e sinóvia ou se ocorrem simultaneamente. As 
alterações na cartilagem, osso subcondral e sinóvia estão interligadas e são essenciais para a 
compreensão da patogênese de degradação progressiva da cartilagem na osteoartrite (WALSH 
et al., 2007, WALSH et al., 2010).   
A inflamação figura hoje como o fator de progressão e manutenção do estado 
degenerativo articular e sabe-se que está relacionada à patogênese da osteoartrite 
(SCANZELLO e GOLDRING, 2012, SOHN et al., 2012). A inflamação pode resultar da 
fagocitose dos fragmentos de cartilagem e células sinoviais. As citocinas liberadas podem 
inibir a síntese da matriz e cartilagem, além de clivar componentes estruturais fundamentais, 
ativando a ação da metaloproteinase 13 (MMP13) sobre o colágeno tipo II (GOLDRING e 
MARCU, 2009; GORANOV, 2007). Assim, a degeneração da matriz cartilaginosa pode 
resultar em fragmentos que migram para a cavidade articular fazendo com que os condrócitos, 
que expressam receptores para componentes da matriz extracelular, detectem a lesão e iniciem 
a síntese e liberação de proteinases degradantes de matriz. Neste cenário, as citocinas 
inflamatórias mais atuantes na degradação articular são IL1, e fator de necrose tumoral (TNF) 
( MARTEL- PELLETIER, 2004; FINN et al. 2014; LI et al. 2015). Assim, esses mediadores 
inflamatórios, produzidos e também liberados pelos sinoviócitos, comprometem a homeostase 
da cartilagem, aumentando a liberação das MMPs (LOESER et al., 2012, HUI et al., 2014; 
FEHRENBACHER et al., 2003), e diminuindo a secreção dos inibidores teciduais das 
metaloproteinases (TIMPS) responsáveis pelo controle da atividade das MMPs. Esse 
desequilíbrio na regulação de MMPs e TIMPS pode conduzir a um aumento da degeneração 




























A sinóvia é outro tecido estudado na patogênese da osteoartrite, podendo ser definida 
como uma zona de tecido fibrocolágeno constituído por adipócitos, fibroblastos, mastócitos e 
macrófagos (WENHAM e CONAGHAN, 2010). É altamente vascularizada e inervada por 
toda a sublinha do tecido fibrocartilaginoso (WALSH et al., 2007). Além disso, é um tecido 
que expressa o fator neurotrófico derivado pelo cérebro(GRIMSHOLM et al. 2008)  que pode 
influenciar na via de transição de células da cartilagem(HUTCHISON, 2012). 
Na fase tardia da osteoartrite ocorrem mudanças estruturais pronunciadas nos 
tecidos articulares (LOEUILLE et al., 2005). Estas alterações incluem proliferação e 
espessamento da camada de revestimento, bem como aumento do número de canais 
vasculares e infiltração de células inflamatórias (HARAOUI et al., 1991). A deposição 
superficial de fibrina e a fibrose estão presentes no estádio tardio da osteoartrite (LOEUILLE 
et al, 2005). Esses fatores culminam diretamente na funcionalidade, uma vez que a rigidez 
decorrente da fibrose pode diminuir a mobilidade e reduzir a amplitude de movimento 
funcional da articulação acometida.  
 




1.4 Tratamento farmacológico para osteoartrite  
 
A osteoartrite ainda não tem cura. Embora os tratamentos atuais visem diminuir a 
sintomatologia de queixa do paciente, até onde se sabe, nenhum tratamento age 
regenerando a estrutura degradada. Atualmente, os tratamentos são dirigidos a modificar 
os sinais e sintomas, primariamente dor e inflamação, a fim de melhorar a qualidade de 
vida, função e mobilidade, tentando, desta forma, retardar a progressão da doença pelo 
controle inflamatório (ALTMAN, 2010). Assim, não se pode reportar uma única terapia 
suficientemente adequada para osteoartrite e as diretrizes recomendam a associação de 
abordagens educativas da doença e terapêutica farmacológica.  
Os tratamentos farmacológicos são recomendados para o manejo do quadro álgico 
e incluem analgésicos tradicionais ou opióides (casos de dor persistente e grave), 
concomitantes ou não ao uso de anti-inflamatórios (corticoides ou não esteroidais). Para 
pacientes intolerantes ou não responsivos a AINEs, terapia medicamentosa de primeira 
linha, terapias invasivas, como injeção intra-articular de corticosteroides, são prescritas 
(ZHANG et al., 2008), esses fármacos têm como função o controle das queixas álgicas e 
controle do quadro inflamatório característico da doença. (MICHAEL et al., 2010). Toda 
a estratégia de controle farmacológico requer extremo cuidado, uma vez que esses 
tratamentos apresentam diversos efeitos adversos e a segurança para uso em longo prazo 
é questionável. 
Entretanto, apesar de positivo para o tratamento sintomático de osteoartrite 
demonstrado pela comparação de dois fármacos em parâmetros inflamatórios no tecido 
sinovial de pacientes com osteoartrite (PASQUALI RONCHETTI et al., 2001), não há 
abordagens terapêutica de qualquer tipo que evidenciem a modificação da doença em 
parâmetros locais e sistêmicos impactando em tarefas de desempenho físico funcionais, 
além disso, a efetividade da terapia medicamentosa é maior nas fases inicias da doença 
quando comparada a fases tardias. Portanto, os tratamentos farmacológicos disponíveis 
para osteoartrite têm eficácia limitada, nem sempre a analgesia é efetiva em todos os 
pacientes. Finalmente, em casos mais graves, a artroplastia pode restaurar a função de 
mobilidade da articulação, mas trata-se de uma intervenção cirúrgica agressiva que 






1.4.1 Exercício físico e osteoartrite de joelho 
 
Várias intervenções têm sido utilizadas para melhorar o desempenho físico e 
funcional em pacientes com osteoartrite de joelho. Com o objetivo de ampliar o 
conhecimento sobre o efeito de abordagens terapêuticas que minimizam o efeito colateral 
da terapia medicamentosa, o exercício físico moderado em esteira, tem sido utilizado como 
alternativa para minimizar a progressão da doença. Visto que, além de ter boa adesão pelos 
indivíduos, conta com a vantagem de sua implementação ser de baixo custo.   
A literatura vigente evidencia que a prática regular de exercício físico age 
ajustando o sistema endógeno de defesa antioxidante (ABRUZZO et al., 2013; 
GERMANOU et al., 2013), além de atuar diretamente na liberação local de fatores 
neurotróficos, como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) as neurotrofinas, 
incluindo o BDNF, parecem agir diretamente na diferenciação de condrócitos, por terem 
papel de ativação da via que promove a transição do estado proliferativo para um estado de 
diferenciação nessas células (HUTCHISON, 2012). Além disso, há relatos a favor do 
efeito condroprotetor do treinamento físico com impacto articular de intensidade 
moderada. Esse efeito parece estar relacionado à ação da transdução do estímulo mecânico 
das atividades de impacto (O’HARA et al., 1990) sobre a preservação dos proteoglicanos 
constituintes da cartilagem e regulação do metabolismo dos condrócitos (IIJIMA et al., 
2015). Segundo Roman-Blas, 2006, a tensão mecânica de baixa magnitude parece suprimir 
a via de liberação de IL1 e TNF intra-articular, mediadores inflamatórios envolvidos na 
degradação articular, favorecendo, desta forma, a regulação de síntese de proteogliocanos e 
colágeno.  
Nosso grupo de estudo demonstrou que um programa de treinamento com 
exercício físico de intensidade moderada promove mudanças nas concentrações sistêmicas 
de receptores solúveis de fatores de necrose tumoral (TNF) relacionadas à melhora 
funcional. Além disso, evidenciamos relação entre concentração plasmática de BDNF e 
melhora em parâmetros clínicos em pacientes com osteoartrite de joelho (GOMES et al., 
2012; SIMÃO et al., 2014). Apesar dos efeitos positivos do treinamento com exercício 
físico em sujeitos com osteoartrite de joelho, há escassez de informações acerca do real 
efeito condroprotetor articular e sua associação com melhora físico-funcional. Assim, até 
onde se sabe, não há evidências suficientes sobre o efeito modulador do treino com 
exercício físico de intensidade moderada em esteira em parâmetros locais de degradação 
articular e possível relação com desempenho funcional. 
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1.5 Modelos animais  
 
O uso do modelo animal tem sido fundamental para superar o desafio de estudar a 
forma e desenvolvimento da osteoartrite, principalmente em sua fase inicial (McCoy 2015; 
Piel et al., 2014; Poole et al., 2010), bem como avaliar o efeito de estratégias terapêuticas 
em parâmetros locais da doença, principalmente para avaliar em biomarcadores de 
degradação articular e alterações estruturais intra-articulares. Assim, o estudo utilizando 
modelo animal auxilia a compreender mecanismos e estudar alterações compartimentais 
(intra-articular) da doença, permitindo, desta forma, complementar ou substanciar estudos 
realizados com seres humanos.  
Com relação aos modelos com animais utilizados para o estudo da doença em 
questão, em geral, utilizam-se equínos, suínos, coelhos, cães, ratos, camundongos e a 
escolha do modelo depende do objetivo do trabalho, facilidade do manejo em biotério, 
custo operacional para manutenção das cobaias e volume desejado de material biológico. 
Entre os modelos de indução da osteoartrite em animais, cita-se a indução pós-trauma pela 
cirurgia, lesão meniscal medial induzida cirurgicamente, transecção do ligamento cruzado 
anterior, desestabilização invasiva do menisco mediano e indução química intra-articular 
com monoiodoacetato de sódio (MIA). A vantagem da indução química deve-se ao fato da 
rapidez da instalação do quadro degenerativo e pela recuperação do animal pós indução. 
Não existe um modelo animal de osteoartrite que retrata verdadeiramente a 
doença como seu curso em humanos (MCCOY, 2015). Cada modelo apresenta um aspecto 
diferente de resposta, sendo então primordial estabelecer a pergunta a ser respondida 
previamente a escolha do modelo a ser implementado para se obter melhor compreensão 
da osteoartrite (BERG, 2009). Os critérios a serem estudados precisam à escolha do 
modelo com foco na eficiência de translocação dos resultados para predição terapêutica em 
seres humanos. Em outras palavras, os pontos norteadores para a escolha do modelo são: 
1). Eficácia do modelo, isto é, o que é eficaz no animal deve ser eficaz quando reproduzido 
em um estudo em humanos; 2). A semelhança da patogênese com o curso da doença em 
humanos considerando todos os tecidos afetados; 3). Vantagens do modelo considerando 
custo, facilidade para manipulação, tempo para avaliar os efeitos da doença (BENDELE et 
al., 1999, LITTLE e SMITH, 2008). 
São amplamente mais aceitos os modelos de osteoartrite de ocorrência natural 
(espontânea) visto que podem mimetizar as causas, características histopatológicas e a real 
progressão da doença. Assim, estes modelos seriam melhores do que os modelos cirúrgicos 
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ou químicos (POOLE et al., 2010). No entanto, como em seres humanos, o modelo animal 
com ocorrência espontânea da doença apresenta alto grau de variabilidade entre animais, 
especialmente com relação ao início de surgimento do processo, bem como na taxa de 
degradação articular e extensão da lesão. Como resultado, há limitação no que se refere à 
heterogeneidade demandando grupo experimental com número elevado de animais.  
Além do exposto, outra desvantagem do modelo animal refere-se ao tamanho da 
articulação dos roedores visto que fornece volume final reduzido para as análises apesar da 
alta aplicabilidade para estudos in vivo e in vitro.  
 
1.5.1 Modelo Monoiodoacetato de Sódio (MIA) 
 
O MIA é um inibidor da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Seu 
mecanismo de ação é a inibição da glicólise. A injeção intra-articular leva à destruição da 
cartilagem em qualquer espécie. Sua ação é dose dependente, em diversos estudos 
utilizando diferentes concentrações do indutor, as extensões das áreas de lesão e morte 
celular em todas as camadas que constituem a cartilagem foram evidenciadas e mais 
significativas em concentrações mais elevadas do MIA (COMBE et al. 2004; 
SCHUELERT e MCDOUGALL, 2009; SCHUELERT e MCDOUGALL, 2009; LIU et al. 
2011; OGBONNA et al. 2015).  
A sequência de eventos assemelha-se à osteoartrite humana, no modelo por 
MIA também ocorre formação de osteófitos, perda progressiva de proteoglicanos e atrofia 
da rede de colágeno. A fibrilação ocorre em uma fase posterior, assim como a reabsorção 
da matriz e degradação do colágeno e do osso subcondral. O modelo de indução por MIA é 
extremamente útil no que diz respeito a avaliação de agentes que inibem a decomposição 
da matriz e o processo de reparo (BENDELE, 2001).  
Até onde se sabe, as evidências são insuficientes apontando efeito 
modulador do treinamento físico com exercício de intensidade moderada com impacto em 
parâmetros locais de degradação articular e sua relação com desempenho físico-funcional 
na osteoartrite de joelho em humanos. Assim, o uso de modelo animal, por permitir avaliar 
localmente os eventos relacionados com esta afecção crônica, permitindo, desta forma, 
estudar eventos de degradação articular e mudanças estruturais articulares (POOLE et al., 








Neste contexto, elaboramos a hipótese de que o treinamento com exercício físico 
de intensidade moderada modularia localmente aspectos inflamatórios a favor de balanço no 
perfil oxidativo sistêmico e do controle do processo degenerativo no joelho de ratos com 
osteoartrite induzida repercutindo na  modulação positiva nas concentrações de marcadores de 
degradação articular explicar a manutenção celular e consequentemente na melhora no 



























3. OBJETIVO GERAL 
Avaliar o efeito do treinamento com exercício físico de intensidade moderada na 
esteira em biomarcadores neuroinflamatórios (BDNF, TNF, IL1, IL6, IL10) e aspectos 
histológicos articulares (números de condrócitos), perfil oxidativo sistêmico (TBARS e 
FRAP), desempenho físico-funcional (avaliado pelos testes Rotarod e tempo e número de 
falhas deslocamento em plataforma de 100cm) em ratos com osteoartrite de joelho induzida 
por monoiodosteoartritecetato de sódio. 
 
3.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 
 
 









Visando seguir as regras do CONCEA que orienta o uso do menor número possível de 
animais (ou quantidade de tecido animal) para se obter resultado estatístico com alto poder e 
tamanho de efeito moderado (BRASIL, 2015), foi realizado cálculo amostral a partir da 
equação estabelecida por Jekel, Katz e Berry, 2005, conforme abaixo descrita. 
  
N = (Zα+Zβ)²×2×dp² 
 
Onde:  
Zα: nível de significância;  
Zβ: poder do teste 
dp: desvio padrão;  
ɗ: tamanho do efeito 
 
Para este cálculo, a variável escolhida foi o dano oxidativo por meio da 
concentração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Para isto, utilizou-se os 
dados informados no estudo (CIFUENTES, 2009). O nível de significância adotado foi de 5% e 
o poder do teste de 90%. Desta forma, o cálculo amostral revelou a necessidade de 9 ratos Wistar 
para cada grupo experimental. Assim, foram utilizados neste estudo 27 ratos da linhagem Wistar, 
machos, com idade de 12 semanas (POOLE et al., 2010). Os animais foram fornecidos pelo 
CEBIO (Centro de Bioterismo do ICB/UFMG) e mantidos em biotério apropriado (ambiente 
termoneutro mantido a 22°C) acondicionados em caixas plásticas padrão de polipropileno 
(49x34x16cm), com no máximo 3 animais por caixa, onde foram ofertadas ração para roedores 
(Nuvilab) e água ad libitum durante o período do experimento. Além disso, os animais foram 
familiarizados com os testes, medidas e esteira (10 m/min; 1% de inclinação; por 10 minutos; 
durante cinco dias consecutivos, por pelo menos uma semana antes do procedimento 




4.1.1 Teste máximo de exercício progressivo até a fadiga em esteira 
 
Foi realizado um teste máximo progressivo até a fadiga na esteira com o seguinte 
protocolo: Velocidade inicial de 10 m/min; 1% de inclinação; sem estímulo elétrico, com 
incremento de 2m/min na velocidade a cada 3 min. O teste foi interrompido quando o animal 
não respondia com retorno ao padrão de corrida após 5 segundos na grade da esteira e 3 




Para a indução da osteoartrite de joelho, os animais foram anestesiados com 
80mg/kg de ketamina e 15mg/kg de xilazina. Após tricotomia da região anterior da face 
articular tíbio femoral, utilizou-se algodão embebido em álcool 70% para assepsia no local da 
injeção. Para determinar o local da indução, o joelho do rato era posicionado a 90º de flexão e 
com auxílio de agulha hipodérmica para insulina realizava-se leve pressão para evidenciar o 
tendão patelar por meio do ligamento patelar. A solução de MIA foi injetada intra-articular 
por uma seringa 29G X 1/2 (BD Ultra-FineTM) no joelho direito na concentração de 1,2 mg de 
monoiodoacetato de sódio (MIA) dissolvido em 50 µL de solução salina estéril. Já no joelho 
controle foi injetada apenas a salina estéril no mesmo volume do induzido (50 µL).          
 















4.1.3 Avaliação de edema 
 
Para avaliar a formação do edema característico do modelo, o diâmetro articular 
do joelho foi medido nos momentos, antes da indução, 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 horas após 
indução. Para avaliar possível hipotrofia no grupo induzido não treinado todos os grupos 
foram avaliados quanto ao diâmetro articular nos tempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 semanas. Para a 
avaliação do diâmetro articular foi utilizado um paquímetro digital. Os animais foram 
contidos em decúbito ventral e um pesquisador treinado realizou a medida posicionando os 
bicos do aparelho, fixo e móvel, no sentido medial-lateral do joelho.  
 








Fonte: AGUIAR G. C. (2014). 
 
4.1.4 Treinamento físico de intensidade moderada em esteira: 
 
Esteira para ratos com 6 baias (Insigtht) foi utilizada para o treinamento do grupo 
osteoartrite induzida e exercício físico (OAT) (Tabela 1). A intensidade do exercício físico 
para o treinamento foi escolhida com base no estudo de Leandro e colaboradores (2007) que 
identificaram a dose utilizada (velocidade de 16 m.min-1 com 1% de inclinação na esteira) 
como sendo de intensidade moderada, visto representar 70% do VO2 máximo.  
O treinamento foi iniciado 24 horas após a indução e teve duração de 8 semanas com a 
frequência de 3 vezes por semana. Os animais foram observados por todo período de 
treinamento e estimulados mecanicamente a retornar ao padrão de corrida sempre que 
permaneciam por mais de 3 segundos na grade. Os Grupos osteoartrite e SHAM foram 
expostos ao ambiente de exercício pelo mesmo período que o grupo osteoartrite treinado; 













Fonte: Arquivo pessoal 
 












      
Legenda:Metros por minuto (m/min.). Minuto (min) 
 
4.1.5 Avaliação da atividade motora 
 
A Avaliação da funcionalidade articular, por meio do Teste de locomoção forçada 
em cilindro giratório (Rotarod test), foi r para verificar o controle motor dos animais.  Para 
tanto, o animal foi posicionado em haste rotativa em velocidade constante de 8 rotações por 
minuto (rpm) e foi quantificado o número de quedas durante o período de 3 minutos. Para 
quantificar o número de quedas durante o teste, o pesquisador permaneceu em observação 
direta durante todo período da avaliação. Ao cair sobre a plataforma de pressão, o rato era 
posicionado novamente sobre a haste giratória o tempo era interrompido e reiniciado após 
Semanas Frequência 
Semanal 
Velocidade (m/min.) Duração (min)  
Familiarização 5 10 10  
1 3 16 30  
2 3 16 30  
3 3 16 30  
4 3 16 30  
5 3 16 50  
6 3 16 50  
7 3 16 50  
8 3 16 50  
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posicionamento do animal. Ao final do tempo era anotada a quantidade de vezes que o animal 
havia caído sobre a plataforma. 
 









     
 
Fonte: Arquivo pessoal 
 
4.1.6 Teste de deslocamento em plataforma de 100cm 
 
Para avaliar o desempenho funcional ao se deslocar em curta distância, os animais 
foram colocados a deambular em uma plataforma com 100cm de comprimento. O animal 
partia de uma extremidade a outra e foram quantificados o tempo e o número de vezes que o 
animal pisava fora do espaço delimitado por filetes de alumino de 3 mm de espessura. O teste 
foi realizado por uma única passagem registrada por vídeo e cronômetro, o tempo foi 
registrado e as imagens foram analisadas posteriormente para quantificar o número de falhas.  
 




Fonte: Adaptado de Metz G.A. e  Whishaw I.Q. (2009) 
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4.1.7 Eutanásia e obtenção de material biológico 
 
Após 8 semanas, todos os animais foram eutanasiados por decaptação e foram 
coletadas amostras biológicas para análises. Foram coletados aproximadamente 12 mL de 
sangue em tubos contendo EDTA e, em seguida, centrifugadas  a 500xg durante 10 minutos. 
O soro foi aliquotado e congelado em freezer – 80ºC para análise posteriores.  
 
4.1.9 Lavado articular 
 
O lavado articular foi realizado pelo método de aspiração utilizando uma seringa 
para insulina 29G X 1/2 (BD Ultra-FineTM). Primeiramente, foi realizada higienização com 
álcool a 70% do joelho, a pele foi seccionada e realizou-se uma incisão no tendão patelar com 
uma lâmina de bisturi. Em seguida, procedeu-se com a lavagem da cavidade articular do 
joelho utilizando uma seringa. Após três lavagens com 20µL de PBS 3%, o lavado foi 
acondicionado em eppendorfs de 0,5mL que já continham 140µL de solução de extração de 
citocinas. Os eppendorfs foram centrifugados em temperatura de 4°C, por 5 minutos a 1200 
rpm. O sobrenadante (± 170 μL) foi retirado, acondicionado em eppendorfs de 0,5mL, e 
congelados para posterior dosagem de citocinas.  
 
4.2.0 Cápsula articular 
 
A cápsula articular que foi removida com auxílio de uma pinça, bisturi e micro 
tesoura. O material foi mantido resfriado e após sua completa remoção passou por imersão em 
PBS, armazenado em eppendorf de 2 mL e congelado imediatamente em freezer -80ºC. Para o 
preparo do macerado de cápsula, foram utilizados 750µL de solução para extração de 
citocinas em um béquer e com um homogenizador de tecidos (Tecnal, TE-103). A cápsula foi 
processada na velocidade 8rpm por 2 minutos. O volume obtido foi centrifugado a 3.500xg 
por 10 minutos a 4ºC e armazenado em freezer para análise da concentração de citocinas e 
BDNF. 
 
4.2.1 Quantificação de citocinas inflamatórias e neurotrofina 
 
O método de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) é um ensaio 
imunoenzimático, por princípio de interação antígeno-anticorpo (Ag-Ac). No presente estudo, 
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a técnica foi realizada para quantificar a concentração das citocinas IL-10, IL-1β, TNF-α no 
lavado articular. Para avaliar as concentrações de BDNF foi utilizado o macerado da cápsula 
articular. 
Em uma microplaca com 96 poços, os anticorpos monoclonais (100µL) contra as 
citocinas e os receptores a serem dosados foram adicionados a cada poço e incubados por 12 
horas. Anticorpos não absorvidos pelas placas foram descartados por inversão e por 
sucessivas lavagens em PBS - Tween, seguidos pelo bloqueio com solução PBS - BSA 1% 
(200µL/poço), por no mínimo 2 horas. Após o bloqueio, a placa foi lavada, as amostras foram 
adicionadas (100µL) e incubadas por 12 horas. Posterior à incubação, foi realizada nova 
lavagem da placa e os anticorpos secundários diluídos em PBS – BSA 0,1% foram 
adicionados e incubados por duas horas. Finalmente, a estreptavidina ligada a peroxidase em 
PBS – BSA 0,1% foi adicionada (100µL) à placa, mantida sob agitação por 30 minutos e o 
cromógeno OPD (0-phenylenediamine) na diluição de 4 mg para 10 mL de tampão citrato, foi 
adicionado a cada poço (100µL) em adição à água oxigenada de 30 volumes (H2O2 - 
2µL/placa). Após vinte minutos de incubação em ausência de luz, a reação foi interrompida 
adicionando-se ácido sulfúrico (H2SO4, 1M; 50µL/poço). A leitura da placa de ELISA foi 
realizada em espectofotômetro com filtro de referência de 492 nm (Spectra Max 250, 
Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA), sendo determinadas as concentrações dos 
marcadores a partir da curva-padrão por meio do programa Soft Max Pro versão 3.1.1 
(Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.  
 
4.2.2 Determinação das concentrações plasmáticas de TBARS  
 
A reação do ácido tiobarbitúrico com o MDA, principal produto da peroxidação 
lipídica, foi utilizada para determinar as concentrações plasmáticas de TBARS, de acordo 
com o método descrito por descrito por Ohkawa et al.  (1979). Alíquotas de soro (0,2 mL) 
foram adicionadas em 250µL de ácido acético (2,5M, pH 3,4) e 250 µL ácido tiobarbitúrico 
(0,8%). Esta mistura foi incubada por 90 minutos a 95° C e depois centrifugada a 5.000 xg 
por 5 minutos (Jouan BR4i, Thermo Fisher Scientific, EUA). O sobrenadante da reação foi 
analisado em duplicata, no leitor de microplacas (Spectra Max 190, Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, EUA) à 532nm. A concentração plasmática de TBARS foi estimada a partir 
da curva padrão de concentrações conhecidas de malondialdeído (1,1,3,3-
tetramethoxypropane) (Sigma, EUA) como padrão externo. A quantidade de malondialdeído 
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(MDA) produzido foi interpretada como a concentração plasmática de TBARS. Os resultados 
foram expressos em equivalentes de MDA/mg proteína. 
 
4.2.3 A capacidade antioxidante total  
 
O balanço antioxidante total foi determinado pelo ensaio FRAP (ferric reducing 
antioxidant power) (BENZIE & STRAIN 1996) que se baseia na capacidade dos fenóis em 
reduzir o Fe3+ em Fe2+. Quando isto ocorre, na presença de 2,4,6-tripiridils-triazina (TPTZ), a 
redução é acompanhada pela formação de um complexo corado com uma cor azul intensa, o 
que possibilita ser monitorado por espectrofotometria. Para tais alíquotas de soro de 72 µL, 
foram adicionados 528µL de reagente FRAP. Esta mistura foi incubada por 60 minutos  em 
uma estufa a 37º₢  e depois centrifugada a 300 xg por 5 minutos (Jouan BR4i, Thermo Fisher 
Scientific, EUA). O sobrenadante da reação foi analisado, em duplicata, no leitor de 
microplacas (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) à 595nm. A 
concentração plasmática de FRAP foi estimada a partir da curva padrão de concentrações 
conhecidas de proteína. O complexo corado pela reação do reagente com o Fe2+ produzido foi 
interpretado como a concentração plasmática de FRAP. Os resultados foram expressos em 
equivalentes de mmolFeSO4/L/mg proteína. 
 
4.2.4 Classificação dos cortes histológicos   
 
A articulação tíbio-femoral foi removida utilizando ferramenta rotativa de 
velocidade variável (Dremel, 300) com disco diamantado, sendo os cortes realizados em torno 
de 2cm acima e abaixo da linha média do joelho. As peças permaneceram 24 horas em 
solução de formalina neutra tamponada a 4%. Em seguida, elas foram lavadas com água 
deionizada e colocadas em solução de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) a 10% para 
descalcificação. Quando já em descalcificação adiantada, as peças foram cortadas em duas 
metades, aproximadamente iguais, seguindo a orientação do plano sagital ou ao longo dos 
ligamentos cruzado anterior e cruzado posterior do joelho, formando, assim, uma metade 
látero-lateral e outra látero-medial. Essas metades permaneceram mais uma semana na 
solução descalcificadora para finalização do processo.  
Procedeu-se a sequência do preparo histológico, com a inclusão em parafina das 
peças. Após serem retiradas da solução de EDTA, as peças foram lavadas com água 
deionizada e passaram por um processo de desidratação gradual em etanol (2 x 70%, 2 x 80%, 
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90%, 95%, 3 x 100% - 30 minutos cada banho). Na sequência, elas foram diafanizadas em 
xilol (3 x 20 minutos), impregnadas em parafina (3 x 40 minutos) e incluídas em parafina com 
o plano do corte para baixo. 
Utilizando o micrótomo, cada bloco de parafina foi cortado no plano sagital 
gerando três secções de 6 μm de cada metade. Para a análise histopatológica da cartilagem, as 
lâminas foram coradas com Eosina e Hematoxilina. 
 
4.2.5 Quantificação de células 
 
Para quantificar o número de células digitalizou-se as imagens utilizando a 
microcâmera (UCMOS SERIES, TP6031000) acoplada ao Microscópio (XJS9000). Os 
parâmetros para aquisição das imagens a serem analisadas foram o terço medial do côndilo 
femoral de todos os animais. Foram obtidas três imagens seriadas por animal, digitalizadas 
por meio da objetiva de 40x. O programa ImageJ foi utilizado para contar células. O número 
médio de células foi estabelecido em duas contagens em dias diferentes por um pesquisador 
velado. 







5. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
Para análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Foram considerados estatisticamente significativos 
valores de p ≤ 0,05. Os dados foram apresentados como a média ± erro padrão da média. Para 
verificar a normalidade dos dados utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Para as variáveis que 
apresentaram distribuição normal foram utilizados testes paramétricos para a análise 
estatística. A análise de variância (ANOVA) two-way com medidas repetidas foi utilizada 
para avaliar o efeito do exercício físico nos parâmetros de edema articular e o peso corporal 
ao longo das 8 semanas de treinamento. Para analisar efeito do exercício físico sobre a 
concentração de marcador inflamatório IL6 e o número de condrócitos, que apresentaram 
distribuição paramétrica, usou-se o ANOVA one way seguido pelo post hoc de Tukey. Para os 
bimarcadores inflamatórios que apresentaram distribuição não paramétrica (IL1, TNF, IL10), 
foi utilizado o Teste de Kruskal Wallis com post hoc de Dunn. O mesmo ocorreu para as 
variáveis de desempenho articular (Número de quedas no aparelho RotaRod, Tempo de 
deslocamento em plataforma de 100cm, número de falhas durante deslocamento em 
plataforma de 100cm). Para comparar as concentrações de BDNF entre o grupo treinado e não 
treinado e avaliar o efeito do exercício sobre a expressão da neurotofina foi utilizado o Teste t 
de Student. Foram realizados testes de correlação de Spearman ou Pearson para verificar a 
associação entre os biomarcadores estudados (variáveis independentes) e as variáveis de 
desempenho físico e funcional (variáveis dependentes). Posteriormente, foi realizada análise 
de regressão simples entre as variáveis dependentes e as variáveis independentes que 
apresentaram valor p < 0,20. Por fim, modelos de regressão linear stepwise foram utilizados 
para verificar a associação entre os biomarcadores selecionados e as variáveis que avaliaram a 




Todos os vinte e setes animais recuperaram da anestesia. Nenhum sinal de 
resposta tecidual adversa macroscópica foi observado durante o período experimental. A 
figura abaixo (figura 10) representa o diâmetro articular demonstrando que o modelo de 
indução de OA foi efetivo em causar edema articular em ambos os grupos induzidos, a saber 
OA e OAT.  
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Vale mencionar que o edema articular do grupo OAT retornou aos valores 
comparados ao grupo SHAM 48h após a indução (p<0,001) e o do grupo OA retornou aos 
valores comprados ao grupo SHAM 72h após a indução (p<0,01).    
Figura 10. Medidas de diâmetro articular durante 8 semanas. 






























Dados apresentados em média e erro padrão. SHAM, OA= Osteoartrite, OAT = Osteoartrite Treinado.  Diâmetro 
articular durante o tempo de indução. *Diferença entre o grupo OA vs SHAM. p<0,01.#Diferença entre o grupo 
OAT vs grupo SHAM p<0,001.  
 
 Os resultados demonstraram que a indução de osteoartrite aumentou em média 
1,14 vezes a concentração plasmática de TBARS e reduziu em média 6,83% a concentração 
plasmática de FRAP (p=0,02). O treinamento com exercício físico moderado em ratos com 
osteoartrite de joelho induzida retornou as concentrações plasmáticas de TBARS a valores 
próximos aos do grupo SHAM, sem alteração na capacidade antioxidante total, demonstrando 
sua efetividade em modular marcadores sistêmicos de dano e morte celular. (TBARS: 




Início do exercício 
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Ao final dos experimentos, os ratos estavam com 6 meses de idade, massa 
corporal média de 495+23g. Assim, não houve diferença entre os grupos no peso corporal 
antes e 8 semanas após o período de intervenção (p>0.05), demonstrando que a sobrecarga 
articular inerente ao peso corporal foi similar entre grupos. 
 
Figura 12. Peso corporal dos animais durante o período de treinamento. 







































Dados expressos em média ± E.P.M OA: Osteoartrite; OAT: Osteoartrite treinado. *Diferença entre OA vs 
SHAM # Diferença entre OA vs OAT. TBARS (p=0,001) e (FRAP p=0,002). 




O desempenho físico, representado pelo trabalho total durante o teste progressivo 
em esteira, foi avaliado 4 semanas após o início do treinamento e 24 horas após o período de 8 
semanas nos 3 grupos.  
O grupo com OA (2,37+1,10 kgm) realizou menor trabalho total comparado ao 
grupo SHAM (2,38+0,80 kgm), demonstrando o impacto da OA de joelho no desempenho 
físico em teste progressivo até a fadiga em ratos.  
O treinamento com exercício físico aumentou a carga total de trabalho no grupo 
OAT em torno de 64,0% comparado ao grupo AO e 63,9% comparado ao grupo SHAM (p = 
0,001), evidenciando a efetividade do treino proposto para gerar adaptações e impactar 
positivamente no desempenho em teste progressivo até a fadiga em ratos com indução de 
osteoartrite de joelho. 




































As concentrações de IL1, TNF, IL10 (lavado articular) e IL6 (macerado de 
cápsula articular) aumentaram em média 5,55, 2,84, 1,27 e 1,50 vezes, respectivamente. O 
treinamento com exercício físico moderado na esteira reduziu as concentrações articulares 
destes biomarcadores inflamatórios nos ratos do grupo OAT a valores próximos aos do grupo 
Dados apresentados em média e erro padrão. SHAM, OA= Osteoartrite, OAT = Osteoartrite Treinado. 
*Diferença entre OAT vs SHAM. # Diferença ente OAT vs AO. 
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SHAM (IL-1β: p <0,0001, d = 1,18, P = 1,00 TNF: p <0,0001, d = 1,00, P = 1,00, IL10: p 
<0,0001, d = 1,32, P = 1,00, IL6: p <0,005, d = 1,68, P = 1,00). 




























































































Dados expressos em média e erro padrão da média. Osteoartrite= OA. Osteoartrite treinado = OAT. 
*Diferença entre SHAM vs OA. #Diferença entre OA vs OAT. 
 
A análise dos testes de desempenho funcional mostrou que a indução de 
osteoartrite de joelho aumentou em média 1,13 vezes o tempo de deslocamento em uma 
plataforma de 100 cm de comprimento, 6,05 vezes o número de falhas no percurso e 2,40 
vezes o número de quedas durante o teste Rotarod. O treinamento físico moderado na esteira 
causou efeito positivo na doença, uma vez que melhorou o desempenho nos três testes, 
equiparando aos escores do grupo Sham (Número de quedas: p = 0,002; d = 1,05, P = 1,00; 
Falha: p = 0,0002 d = 0,26, P = 1,00, Tempo: p = 0,005; d = 0,72, P = 0,89). 
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a)Tempo de deslocamento em plataforma de 100cm # diferença entre OAT vs OA (p=0,005). b)Número de 
falhas no deslocamento em plataforma de 100 cm* diferença entre AO vs Sham (p= 0,0002). c) Número de 
quedas no Rotarod * diferença entre AO vs Sham # diferença entre OA vs SHAM (p= 0,0002). 
 
As concentrações no lavado articular de IL1β foram associadas positivamente 
com as concentrações articulares de TNFα (p<0,001) e IL10 (p=0,030), concentrações 
plasmáticas de TBARS (p=0,021), número de quedas no Rotarod (p=0,00), número de falhas 
ao se deslocar em plataforma de 100cm (p<0,001). Foi também encontrada associação 
positiva entre as concentrações articulares de TNFα e concentrações no lavado de IL-10 
(p<0,001), concentrações plasmáticas de TBARS (p=0,03), número de quedas no Rotarod 
(p<0,001), tempo para deslocamente na plataforma de 100cm (p<0,001) e número de falhas 
durante o deslocamento (p=0,005). As concentrações no lavado articular de IL-10 foram 
positivamente associadas com o número de quedas (p<0,001) e número de falhas (p<0,001). 
Por fim, as concentrações plasmáticas de TBARS também apresentaram associação positiva 
com as concentrações plasmáticas de FRAP (p=0,04), número de quedas (p=0,03) e tempo 
para deslocamento na plataforma (p=0,002). O biomarcador intra-articular IL1β apresentou 
correlação significativa com o número de quedas (r=0,69; p<0,0001) e número de falhas 
(r=0,66; p<0,0001). Houve correlação significativa entre o tempo de deslocamento (r=0,63; 
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p<0,0001) e o o número de falhas (r=0,52; p=0,005). Foram testados modelos de regressão 
linear múltipla linear e observou-se que a IL1β e o TNF em conjunto explicaram 58% da 
variabilidade do número de quedas (p=<0,001). Além disso, apenas o TNF explicou 29% da 
variabilidade do tempo de deslocamento (p=0,002) e 21% da variabilidade do número de 
falhas (p=0,01).  
Tabela 2: Análise de regressão linear múltipla stepwise. 
Marcadores de 
lesão articular 
Número de queda Tempo de 
descolamento 
Número de falhas 
Β P R2 β P R2 β p R2 
   0.58   0.29   0.21 
IL1β (pg/mL) 0.40 0.01*  -0.003 0.99  0.32 0.10  
TNF (pg/mL) 0.51 0.002*  0.57 0.02*  0.49 0.02*  
Legenda: β, coeficiente de regressão padronizado; R2, determinação coeficiente ajustado; IL1, Interleucina 1; TNF, Fator 
de necrose tumoral. 
 
O treinamento com exercício físico de intensidade moderada aumentou a 
concentração de BDNF na cápsula articular em 41% em relação ao grupo osteoartrite, 
mostrando o papel modulador do treinamento nesta neurotrofina (Fig. 16). 
Figura 16. Concentração do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no 





















Dados expressos em média e erro padrão da média. OA = Osteoartrite. OAT= Osteoartrite treinado. # Diferença 




 A quantificação de núcleos corados por hematoxilina demonstrou que a 
indução de OA reduziu em aproximadamente 35% o número de células (condrócitos) vivas 
comparado ao grupo SHAM. O treinamento físico moderado (grupo OAT) foi capaz de 
prevenir a morte celular dos condrócitos, uma vez que o número de células ativas no grupo 
treinado (OAT) foi 51,35% maior que o grupo OA (p<0,0001).         
 
































Dados expressos em média ± E.P.M. OA: Osteoartrite; OAT: Osteoartrite treinado. # Diferença 
entre OA vs SHAM. *Diferença entre OAT vs SHAM (p<0,0001). 
 
Figura 18. Representação histológica da população de células (condrócitos). 









A osteoartrite é uma doença articular progressiva resultante do desequilíbrio das 
vias anabólicas e catabólicas que controlam a síntese de componentes da matriz extracelular 
da cartilagem (GOLDRING & GOLDRING 2004; ROSE et al., 2012), induzindo alterações 
nas propriedades do tecido articular que alteram a constituição da estrutura (BRODY 2015) e 
impactam negativamente no desempenho físico e funcional. Embora amplamente relatados os 
benefícios de exercícios que imprimem cargas dinâmicas compressivas na cartilagem, até 
onde se sabe nenhum estudo relacionou alterações no status oxidativo sistêmico e perfil 
inflamatório articular com funcionalidade em ratos com osteoartrite induzida do joelho. 
 Diante disso, o presente estudo foi o primeiro que procurou esclarecer o papel do 
treinamento com exercício físico moderado na esteira na modulação do estado oxidativo 
sistêmico e perfil inflamatório local e sua associação com a funcionalidade em modelo animal 
com osteoartrite induzida do joelho. Em termos gerais, os resultados mostraram associação 
entre pior funcionalidade; incluindo maior tempo e falhas durante o deslocamento em 
plataforma de 100 cm, maior número de quedas durante teste padronizado realizado em 
aparelho com gaiola giratória; e altas concentrações locais de biomarcadores de degradação 
articular (TNF e IL1) em ratos com osteoartrite de joelho induzida. Assim, o treinamento 
físico em esteira foi capaz de reverter aspectos inflamatórios articular e oxidativos sistêmicos, 
impactando positivamente no desempenho das tarefas de marcha, função motora e 
desempenho físico. Achados histológicos confirmaram a eficácia do treinamento com 
exercício físico moderado uma vez que a referida intervenção restaurou a integridade da 
superfície articular preservando, desta forma, a celularidade de condrócitos no modelo 
estudado. 
Evidências sugerem que marcadores biológicos inflamatórios (ATTUR et al., 
2013) e parâmetros do estresse oxidativo são fatores agravantes para o desenvolvimento e 
progressão da osteoartrite (HENROTIN et al., 2003; LOESER 2012). Em pacientes com 
osteoartrite, os condrócitos, assim como as células sinoviais, produzem concentrações 
aumentadas de citocinas inflamatórias, como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral alfa 
(WOJDASIEWICZ et al. 2014). Kim e colaboradores (2010) demonstraram que as referidas 
citocinas inflamatórias são responsáveis pela lesão do DNA mitocondrial na osteoartrite, 
contribuindo com a formação de espécies reativas de oxigênio e morte de condrócitos (KIM et 
al., 2010; ALTINDAG et al., 2007; MISHRA et al., 2012). As forças de compressão, tração e 
cisalhamento de baixa magnitude exercidas na atividade de impacto, como o treinamento 
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físico, promovem a regulação fisiológica, modulando, desta forma, a síntese de colágeno e 
proteoglicanos, que são inibidos nas articulações inflamadas. Isso poderia explicar a maior 
preservação do teor de proteoglicano na cartilagem articular de ratos submetidos a exercícios 
de impacto moderado (GALOIS et al., 2003; GALOIS et al., 2004; CIFUENTES et al., 
2010). Assim, os autores acreditam que os efeitos benéficos estariam relacionados com 
redução da apoptose dos condrócitos no grupo experimental treinado, diminuindo os 
metabólitos da morte celular e a indução da expressão de fatores pró-inflamatórios (GALOIS 
et al., 2003). Além disso, a alta concentração plasmática de espécies reativas ao oxigênio 
atuaria mediando a expressão de citocinas, potencializando, desta forma, os efeitos deletérios 
da inflamação e o processo de degradação, lesão e peroxidação lipídica em condrócitos. 
Na osteoartrite, as citocinas inflamatórias presentes na cavidade articular alteram 
o equilíbrio bioquímico do compartimento articular resultando em apoptose dos condrócitos. 
A produção e secreção de citocinas pró-catabólicas favorece o aumento da produção de 
espécies reativas ao oxigênio promovendo estresse oxidativo. A interação dos radicais livres 
com o DNA dos condrócitos modifica os componentes celulares, como proteoglicanos e 
colágenos, bem como a oxidação protéica, alterando suas funções biológicas (HENROTIN et 
al., 2003; YUDOH et al., 2005) a favor da degradação da cartilagem, o que pode 
comprometer a fluidez do líquido sinovial e síntese de outros componentes. Como resultado 
da alteração estrutural do tecido, ocorrem danos físicos e funcionais. 
Alguns dos principais fatores neste processo são as citocinas pró catabólicas (IL e 
TNF) e a citocina reguladora (IL6), favorecendo vias de degradação por ativação de outras 
vias, como as metaloproteases de matriz (MMP). O aumento do estado inflamatório resulta na 
perda da integridade da matriz extracelular, danos oxidativos e, finalmente, morte de 
condrócitos, comprometendo a função articular. 
Em modelo experimental utilizando cães com osteoartrite induzida, a 
concentração de MDA aumentou em função do tempo. Este aumento relacionou com a 
concentração de marcador de degradação do colágeno tipo II (GORANOV 2007). Os 
resultados sugeriram relação entre o estresse oxidativo e degradação da cartilagem. Além 
disso, o estresse e os danos oxidativos resultaram em morte celular não programada, causando 
a liberação de partículas e moléculas oxidadas, bem como a degradação celular, agravando 
ainda mais o estado inflamatório da articulação (HENROTIN et al. 2003; WATARI et al. 
2011). 
Pacientes com osteoartrite de joelho têm concentrações plasmáticos elevadas de 
espécies reativas de oxigênio e menores quantidades de antioxidantes em relação aos 
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controles saudáveis (ABRUZZO et al., 2013; GERMANOU et al,. 2013). Esses fatos podem 
resultar em altas concentrações de estresse oxidativo e papel crítico na degradação da 
cartilagem (SUANTAWEE et al., 2013). Esses achados estão de acordo com o presente 
estudo. Assim, em ambos os modelos (humano e animal) é evidente que os portadores de 
osteoartrite de joelho têm altas concentrações de biomarcadores de estresse oxidativo 
sistêmico que podem comprometer a matriz celular. Assim, a inibição deste processo pode 
efetivamente prevenir a degradação da cartilagem articular e neoformação do colágeno tipo II 
(GORANOV, 2007).  
A supressão de vias que favorecem o catabolismo tecidual pode estar relacionada 
à transdução dos sinais mecânicos de compressão dinâmica nos condrócitos. Li e 
colaboradores (2013) avaliaram o efeito de respostas anabólicas em células de cartilagem 
bovina, promovendo biossíntese de matriz com diferentes intervalos de compressão (10%, 
20% e 30%), e demonstraram o "anti-catabólico" de compressão dinâmica moderada e 
supressão da expressão de TNF, IL6 e receptores solúveis de TNF (LI et al., 2013). Assim, os 
efeitos do controle do catabolismo parecem estar relacionados com um intervalo de 
frequência de compressão, amplitude e carga imposta de intensidade baixa a moderada. Desta 
forma, é enfatizada a importância de um limiar de amplitude de tensão para a regulação de 
vias inflamatórias e viabilidade celular Quinn (1998) se propôs a avaliar a síntese, deposição e 
deformação de matrizes em condrócitos individuais em explantes de cartilagem compactados 
mecanicamente.  Os resultados sugerem que as interações célula-matriz na matriz associada às 
células podem ser um aspecto particularmente importante da resposta dos condrócitos à 
compressão mecânica, possivelmente envolvendo limitações de transporte macromolecular e 
mudanças morfológicas associadas ao fluxo de fluido e compactação local da matriz em torno 
das células. E maior sensibilidade à compressão mecânica. A compressão estática poderia 
estimular a deposição direcional de proteoglicanos secretos em torno de condrócitos, 
sobrepostos a uma inibição da síntese de proteoglicanos, (SOULHAT et al., 1999; ROJAS-
ORTEGA et al., 2015). Além disso, a carga de exercício está relacionada à produção e 
liberação de neurotrofina BDNF (NOFUJI et al., 2008; YARROW et al., 2010), que é um 
fator de crescimento importante expresso em condrócitos articulares (GRIMSHOLM et al., 
2008) e em placas epifisárias de pacientes com osteoartrite. Esta neurotrofina está relacionada 
ao crescimento e, principalmente, à diferenciação (HUTCHISON, 2012) desse tipo celular, 
influenciando a via de proliferação atuando, desta forma, como agente reparador. Além disso, 
também tem sido sistematicamente aumentada em pacientes com osteoartrite de joelho 
(SIMÃO et al. 2014).  
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Como exercícios de baixa a moderada intensidade parecem desempenhar papel 
modulador resultando em ação antiinflamatória, escolhemos neste estudo utilizar como 
intervenção terapêutica o treinamento físico de intensidade moderada realizado na esteira, a 
fim de promover a bioestimulação mecânica de compressão articular (FELSON, 2014 ). Vale 
ressaltar que durante todo o período de treinamento não houve aumento da carga articular, 
como a inclinação do tapete rolante, mantendo-se constante a porcentagem de compressão 
articular, garantindo maior controle interno do estudo. Assim, a mecanotransdução ativa 
promoveu alterações na tensão de oxigênio, resultando em efeitos positivos na síntese da 
matriz e no crescimento celular (O’HARA et al., 1990). Esses efeitos podem ser explicados 
pelo deslocamento (transporte) de fatores de crescimento ou citocinas celulares pela alteração 
do metabolismo celular. Diante do exposto, os resultados mostraram que o treinamento 
proposto apresentou efeito de controle inflamatório, demonstrado pela redução no nível de 
biomarcadores pró-inflamatórios, IL1 e TNF, no lavado articular em conjunto com efeito 
modulador nos biomarcadores articulares IL10 e IL6. Embora se entenda que a inflamação 
articular contribui com o início e progressão da osteoartrite, poucos estudos abordaram a 
relação entre as alterações e expressões de citocinas na cavidade articular e os marcadores 
sistêmicos de inflamação e estresse oxidativo.  
Os efeitos benéficos do exercício moderado (QUINN et al., 1998; ROJAS-
ORTEGA et al., 2015) com impacto articular podem ser atribuídos à capacidade de supressão 
de vias de transdução de sinal de mediadores pró-inflamatórios e catabólicos, 
concomitantemente à estimulação de vias anabólicas. Estudos in vitro demonstraram que o 
estresse mecânico de baixa a moderada intensidade inibiu a inflamação por supressão de IL1 e 
TNF, bem como da transcrição de vários fatores pró-inflamatórios e mediadores envolvidos 
na degradação da cartilagem (FEHRENBACHER et al., 2003; PARK et al., 2004). Estudo 
realizado com modelo animal demostrou efeito positivo do treinamento com exercícios físicos 
de intensidade moderada na articulação com osteoartrite, enquanto o treinamento com 
exercícios de alta intensidade teve efeito deletério (ROJAS-ORTEGA et al. 2015). Esses 
achados parecem demonstrar o papel da dose (intensidade, frequência e duração) do 
treinamento aeróbio no exercício na modulação da resposta dos condrócitos. Nossos achados 
novamente atendem a essa premissa, uma vez que o protocolo proposto foi eficaz na redução 
do nível local de IL1 e TNF no grupo treinado, bem como na redução da concentração 
sistêmica de MDA, melhorando o desempenho da marcha, desempenho físico e 
funcionalidade. Os achados histológicos de tecido articular confirmaram a eficácia desta 





Nossos resultados indicam a efetividade do treinamento físico moderado em 
reduzir a degradação articular de joelho associada à melhora na funcionalidade em ratos com 
osteoartrite induzida. A maior conservação de condrócitos infere que a dose moderada de 
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Abstract 
OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the effect of moderate treadmill training 
on joint inflammatory profile and functional performance on induced knee OA in rats. 
METHODS:  27 male rats were divided into three groups of nine animals each: sham 
(SHAM); induced knee OA (OA); OA exercise training (OAT). The knee OA was induced by 
monosodium iodoacetate. The OAT group trained for 8 weeks. Functional tests including 
Rota rod test, displacement in footbridge of 100 cm were performed. The rigth joint lavage 
was used IL1β, TNF, IL10 analysis. Articular capsule of the same joint was used for BDNF 
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and IL6 analysis. The left joint was used for histological analysis. Redox status was evaluated 
in plasma.  
RESULTS: Oxidative stress parameters and joint biomarkers inflammatory profile indicate 
the induction of knee OA. The OAT group presented a higher functional performance in all 
joint function tests, reduction of IL1 and TNF joint level, increase of BDNF joint level. The 
levels of both IL1 and TNF explained 58% of the variability of number of falls, while only 
TNF explained 29% of the variability of time of displacement and 21% of the variability of 
number of displacement failures. The histological data confirm the preservation rate of 
chondrocytes in the joint cartilage.   
CONCLUSION: Our results indicate the effectiveness of moderate treadmill training to 
reduce knee joint degradation associated to improving functionality of induced knee OA in 
rats. The greater cell conservation infers that this dose favored the attenuation of the 
degenerative process. 
KEYWORDS: Osteoarthritis, Joint Cartilage, Oxidative Stress, Citokine, Physical Exercise. 
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Osteoarthritis (OA) is a progressive disease that results in chronic degenerative of the 
cartilaginous tissue (1). The knee joint (2) and several muscular insertions contribute to the 
action of compressive forces and tension favor a new approach towards the understanding of 
degenerative and inflammatory joint processes (3). Evidence points oxidative stress and 
consequent increase in reactive oxygen species, inflammatory status and apoptosis of 
chondrocytes as primary causal factor in the pathogenesis of osteoarthritis. Moreover, 
oxidative stress and the increase of inflammatory status seem to trigger the cascade of events 
promoting cartilage damage, neuroinflammatory disease progression, and articular disability 
(4–6). 
Several interventions have been used to improve physical and functional performance in 
patients with knee osteoarthritis. In order to broaden the knowledge about the effect of 
therapeutic approaches that minimize the side effect of drug therapy, aerobic physical 
exercise, besides being easily adherent and low cost, has been used as an alternative to 
minimize the progression of the disease. Current literature evidences the positive impact of a 
daily moderate exercise dose on knee joint cartilage(7). This effect seems to be related to the 
action of mechanical signal transduction (8) on joint activities, the preservation of cartilage 
constituent proteoglycans and its regulation effect on chondrocytes (9). According to Roman-
Blas (2006), the mechanical stress of mild magnitude seems to suppress the pathway of IL1 
and TNF release, inflammatory mediators involved in joint degradation. Because of the 
locally reduction of these markers, there would be up regulation of the synthesis of 
proteoglycans and collagen (9).  
Recently our group demonstrated that a moderate exercise training promotes changes in blood 
level of soluble receptors for tumor necrosis factor (TNF) related to functional improvement, 
as well as a plasma increased level of BDNF in subjects with knee osteoarthritis (10,11). 
Moreover, neurotrophins, including BDNF, seem to act directly on chondrocytes 
differentiation once its activate a pathway which promotes the transition from a proliferative 
program to a differentiation program (Hutchison, 2012). Until is known, there is insufficient 
evidence on the modulating effect of the moderate treadmill exercise training in local 
parameters of knee joint degradation and relation with functional performance. The use of 
animal model has been fundamental to overcome the challenge in studying the form and 
initial development of OA. In addition, the rat model allows to study events in joint 
degradation biomarkers and intra-articular structural changes (12). Therefore, it was 
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hypothesized that moderate physical exercise training may modulate the inflammatory 
process and favor stress oxidative balance, preventing the progression of the joint 
degenerative process in rats with knee OA. Thus, the positive modulation in joint biomarkers 
level could explain the improvement in physical performance through its functionality. For 
this purpose, we designed this study to clarify the role of treadmill moderate physical exercise 
training together with the modulation of joint inflammatory profile, oxidative status, and 
histological parameters. In addition to a possible association with physical performance and 
functionality in rats induced with knee OA. 
 
Materials and method 
Twenty-seven male Wistar rats (12-week-old) were cared according to the Guiding Principles 
for the Use of Laboratory Animals (15). This study was approved by the Ethics Committee on 
Animal Use of the Federal University of Jequitinhonha and Mucuri Valleys (under the 
protocol 005/2015). Food (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Brazil) and water were 
available ad libitum. The room was kept at controlled for humidity (60%) and temperature 
(22°C). The rats were randomly divided into three groups with nine animals per group: sham 




The animals were anesthetized with ketamine (80 mg /kg, i.p.) and Xylazine (15 mg /kg, i.p.) 
while osteoarthritis was induced on right knee joint at 90º flexion by direct infiltration a 29G 
X 1/2 (BD Ultra-FineTM) insulin needle (1.2 mg of iodoacetate diluted in 50 μL saline 
solution)(13). The animals of SHAM group was submitted a infiltration containing only 50 
μL saline solution. 
  
Moderate aerobic exercise training 
A motorized treadmill (Insight®, SP, Ribeirão Preto, Brazil) with six individual lanes and no 
inclination was used to implement the moderate physical exercise training (13). One week 
before the start of training, all rats were familiarized to the exercise procedures (10 min/day). 
The trained group was submitted to an 8-week training program on a treadmill (1% incline) 
for 3 days/week. The speed of the treadmill was 16 m.min−1 corresponding to approximately 
60-70% VO2max (13). The training started with 30 min/day and there was an increase of 20 
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min/day thereafter the fourth week, totaling 50 min/day (14). The SHAM and OA groups 
were placed on the treadmill, which was not turned on, during the same 8 weeks as the OAT 
group. Physical performance and total workload during a treadmill incremental test (initial 
speed 10m.min-1, with increase of 3 m.min-1 each 2 minutes) of the 3 groups after eight weeks 
of starting training.   
 
Assessment of motor activity 
Joint function, including motor control of the animals, was evaluated using the Rota rod test 
(14). For this, the animal was positioned on a rotating rod at a constant speed of 8 revolutions 
per minute (rpm). The number of falls during the 3-minute period was quantified. 
 
Locomotion test on footbridge 
To evaluate the functional performance when moving in a short distance, the animals were 
placed on a footbridge with a length of 100 cm for locomotion. The animal shifted from end 
to end and the total time of displacement and the number of times the animal stepped out of 
the space delimited by 3 mm thick aluminum fillets were quantified. The test was performed 
by a single pass recorded by video and timer. The time was recorded and the images analyzed 
later by a blinded investigator to quantify the number of failures. 
 
Eight weeks after the surgical procedures inducing knee OA or sham, all animals were 
euthanized individually by decapitation and right knee joints of each animal was removed for 
analyses. EDTA blood collections were centrifuged and serum aliquots stored at -80 °C. 
 
Joint Lavage (JL) 
The JL supernatants were stored at -80 oC for later analysis. Immediately after recovering JL, 
the intra-articular capsule was removed and stored immediately in freezer -80º. The sample 
was homogenized in phosphate buffer and frozen at -80 ºC for further analyses. Joint 
biomarkers IL1β, TNF, IL10 were analyzed by ELISA kits according to the manufacturer's 
instructions (DuoSet, R & D Systems, USA). 
 
Macerated joint capsule 
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To prepare the capsule macerate, 750μL of cytokine extraction solution was used in a beaker 
together with a tissue homogenizer (Tecnal, TE-103). The capsule was processed at 8 rpm 
speed for 2 minutes. The volume obtained was centrifuged at 3,500 xg for 10 minutes at 4 °C 
and stored in a freezer for analysis of the BDNF and IL6 level by ELISA kits according to the 
manufacturer's instructions. 
 
Measurements of redox status 
Reaction time of the thiobarbituric acid with malondialdehyde (MDA) was used to determine 
lipid peroxidation by TBARS plasmatic level (15).The total antioxidant capacity (FRAP) was 
determined based on the reduction of ferric-tripyridyltriazine [Fe(III)-TPTZ] complex to 
ferrous-tripyridyltriazine [Fe(II)-TPTZ](16). Protein level of samples was determined by the 
Bradford method (17) using bovine serum albumin (BSA) (1 mg/mL) as standard. 
 
Histology 
The soft parts and patella of the left joint of each animal were dissected, 4% neutral-buffered 
formalin for 24h, placed in 10% Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 7.4, for 
decalcification. Sagittal sections were prepared from tibiofemoral joints. Tissue blocks were 
placed in formalin, dehydrated in a graded series of ethanol and xylol, embedded in paraffin, 
cut into 6 µm serial sections, and stained with hematoxylin e eosin. 
 
Quantification of chondrocytes  
The middle third of the joint was used to evaluate the number of active cells considering for 
counting cells the nucleus stained by hematoxylin present superficial, intermediate, 
transitional area. The analysis was performed on the articular face of the right femur of the 
animals. The image was captured by a microscope (model) with a 40X magnification. The 
ImageJ program was used for counting cells. Two micrographs were done in series and two 
counts on different days by a blinded investigator were performed. The mean number of cells 





The data were analyzed using the SPSS statistical package, version 22.0 (Inc., USA) and 
Graph Pad Prism, version 5.0 (Inc., USA). The Shapiro-Wilk test was applied to evaluate the 
normality of results. Means ± S.E.M were calculated, and multiple comparisons were 
performed by using one-way ANOVA with Tukey's post-hoc tests (parametric data) or 
Kruskal Wallis test with Dunn post-hoc (nonparametric data). Size effect (d) and statistical 
power (P) were checked. The Spearman correlation was employed to verify the association 
between two intra-articular biomarkers of joint damage (IL1β, TNF - independent variables) 
and three functionality measurements: number of falls, time of displacement and number of 
failures (dependent variables). Confirmatory analyses of the association between selected 
biomarkers and functionality measurements were performed in three multiple linear stepwise 
regression models. Bonferroni adjustment was adopt at α =0.025 for statistical significance 
for multiple models. The graphs presented were made in GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, CA, USA). 
 
Results 
27 animals were available for this study. All of them recovered uneventfully from surgery and 
exercise training procedure. No signs of macroscopic adverse tissue responses were observed 
during the experimental period. By the end, the rats were about six months old with a mean 
weigh 495±23 g. There was no difference in body weight of the animals after the 
experimental period (p>0.05). The effectiveness of the exercise training was demonstrated by 
total workload during the progressive treadmill test performed after 8 weeks in the three 
studied groups. Thus, exercise training increased the total workload of the OAT group 
(6.88±0.28kgm) by 63.9% as compared to sham group (2.25±0.13 kgm), and 64.0% as 
compared   to OA group (2.21±0.16 kgm) (p < 0.001). 
The level of IL1β, TNF, IL10 in the washed articular and IL6 in the joint capsule OA 
increased respectively on average 5.55, 2.84, 1.27, and 1.50 fold. Moderate treadmill physical 
exercise training reduced the level of these inflammatory biomarkers in rats with OA at values 
close to those of the SHAM group (IL-1β: p<0.0001, d=1.18, P= 1.00; TNF: p<0.0001, 
d=1.00, P=1.00; IL10: p<0.0001, d=1.32, P=1.00; IL6: p<0.005, d= 1.68, P= 1.00) (Fig.1). 
Physical exercise training plus OA increased the BDNF level in the joint capsule by 41% 
compared to the OAT group, showing the role of training in the modulation of this 
neurotrophin (p=0.05; d=0.86, P=0.97). The induction of OA increased on average by 1.14 
times the TBARS plasma level and reduced by a mean 6.83% the FRAP plasma level (p = 
0.02). Moderate treadmill exercise training in induced knee OA rats returned the plasma level 
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of TBARS to values close to those of the SHAM group, without change in total antioxidant 
capacity (TBARS: p = 0.001; d=0,86, P= 0.95; FRAP: p> 0.05, d=0.62, P=0.78) (Fig.3). 
The analysis of the functional performance tests showed an increase of 1.13 times the 
displacement time in a 100cm long footbridge and 6.05 times of the number of failures in the 
course, and a 2.40 times increase of the number of falls during the Rotarod test in the group 
with induced knee OA compared to SHAM group. The treadmill moderate physical exercise 
training caused a positive effect on the disease, since it improved the performance in the three 
tests, matching the SHAM score (Number of falls: p = 0.002; d=1.05, P=1.00; Number of 
fault: p = 0.0002 d=0.26, P=1.00; Time: p = 0.005; d=0.72, P=0.89). (Fig.4). 
The joint biomarker IL1β presented significant correlation with the number of falls (r=0.69; 
p<0.0001) and the number of failures (r=0.66; p<0.0001). The joint biomarker TNF presented 
a significant correlation with the three functionality measures: number of falls (r=0.73; 
p<0.001), time of displacement (r=0.63; p<0.0001) and number of failures (r=0.52; p=0.005). 
Multiple linear stepwise regression models demonstrated that IL1β and TNF could explained 
the 58% variability of the number of falls (p=<0.001). TNF only explained 29% of the 
variability of time of displacement (p=0.002) and 21% of the variability of number of failures 
(p=0.01). Accordingly, the increase of 1 pg/mL in joint IL1β level lead to an increase of 0.40 
points in number of falls. Eventually, the increase of 1 pg/mL in the joint TNF level leads to 
an increase of 0.51 points in number of falls, 0.57 seconds in the time of displacement and 
0.49 points in the number of failures (Table 1). 
Quantification of hematoxylin-stained nuclei demonstrated that the induction of OA reduced 
the number of cells around 35% compared to the SHAM group. The moderate physical 
training was able to prevent chondrocytes apoptosis, since the number of active cells in the 
trained group (OAT) was 51.35% greater than the OA group (p <0.0001) (Figure 4). 
 
Discussion 
Current literature evidences that moderate daily dose of exercise may have positive effects on 
cartilage matrix composition in healthy animals (7). However, as far as we know, this is the first 
study which investigated the effect of moderate treadmill exercise training in the modulation of 
joint degradation markers associated with joint function performance in a rat model of induced 
knee OA. The histological data confirm the preservation rate of chondrocytes in the joint 
cartilage. In general terms, the results showed an association between worse functionality 
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represented by increased time of displacement and failures in a footbridge of 100 cm, greater 
number of falls in Rotarod test  associated with high joint degradation biomarkers levels (TNF 
and IL1β) in induced knee OA rats. Actually, moderate treadmill training could reverse joint 
inflammatory profile and decrease systemic MDA level with positive impact in gait tasks 
performance, joint motor function and physical performance.  
Evidences suggest inflammatory biomarkers (6) and parameters of oxidative stress as 
aggravating factors for the development and progression of OA (4,5). In patients with OA, 
chondrocytes, as well as synovial cells, produce increased level of inflammatory cytokines such 
as interleukin 1β (IL1β) and tumor necrosis factor (TNF) (18). Kim and colleagues (2010) 
demonstrated that IL1β and TNF inflammatory cytokines are responsible for mitochondrial DNA 
damage in OA, contributing to the occurrence of reactive oxygen species (ROS) and chondrocyte 
death (19,20). The compression forces, pull and shear of low magnitude exerted in mild impact 
activity such as moderate treadmill training promote physiological regulation, modulating the 
synthesis of collagen and proteoglycans, which are inhibited in inflamed joints (21). This could 
explain the greater preservation of proteoglycan content in the joint cartilage of rats subjected to 
moderate impact exercise training (22–24). Thus, the authors believe that the beneficial effects 
would be related to the reduction of chondrocyte apoptosis in the experimental group, reducing 
metabolites of cell death and induction of the expression of proinflammatory factors (22). In 
addition, the high level of reactive oxygen species (ROS) would act on the expression of 
cytokines, potentiating the deleterious effects of inflammation, and may initiate the process of 
cartilage degradation and the progression of the lesion as a function of the occurrence of lipid 
peroxidation in chondrocytes. 
In OA, proinflammatory cytokines present in the joint cavity alter the biochemical balance of the 
joint compartment resulting from the chondrocyte apoptosis. The production and secretion of 
procatabolic cytokines favors the increase of ROS production causing an increase in oxidative 
stress. The interaction of free radicals with chondrocyte DNA acts directly by modifying cellular 
components, such as proteoglycans and collagens, as well as protein oxidation, altering their 
biological functions in favor of cartilage degradation, which may compromise the fluidity of 
synovial fluid, and synthesis of other components (4,25). Because of the structural alteration of 
the tissue, physical and functional damages occur. 
Some of the main factors in this process are pro-catabolic cytokines (IL1β and TNF), and the 
regulatory cytokine (IL6), favoring pathways of degradation by activation other pathways such 
as matrix metalloproteases (MMP) (26). The increased inflammatory status results in the loss of 
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extracellular matrix integrity, increasing oxidative damage, and, finally, death of the 
chondrocytes compromising joint function. 
In an experimental model with induced OA on dogs, the level of MDA increased throughout the 
experiment. This increase was related to the level of collagen type II degradation marker (27). 
These results suggest a relationship between oxidative stress and cartilage degradation. Stress 
and oxidative damage can result in cell death, causing the release of particles and oxidized 
molecules, as well as cellular degradation, further aggravating the inflammatory state of the joint 
(4,28). 
Patients with knee OA have higher plasma level of ROS and lower antioxidant stores as 
compared to healthy human controls (29). High level of oxidative stress can play a critical role in 
the degradation of cartilage (30). These findings are in line with our present study. Thus, in both 
human and animal, it is evident that knee OA carriers have high level of systemic oxidative 
stress biomarkers that may compromise the cell matrix. Inhibition of this process can effectively 
prevent degradation of articular cartilage and neo-formation of type II collagen (27). 
Suppression of pathways that favor tissue catabolism may be related to the transduction of the 
mechanical signals of dynamic compression on the chondrocytes. Li and colleagues (2013) 
evaluated the effect of anabolic responses on bovine cartilage in vitro cells culture promoting 
matrix biosynthesis with different compression ranges (10%, 20% and 30%) and demonstrated 
the "anti-catabolic" effect of moderate dynamic compression, as well as the suppression of the 
expression of TNF, IL6 and soluble receptors of IL6 (31). The effects of catabolism control 
appear to be related to a range of compression frequency, amplitude, and to the imposed load of 
low to moderate intensity. Thus, the importance of a voltage amplitude threshold for the 
regulation of inflammatory pathways and cell viability  is been emphasized (32–34). In addition, 
exercise dose seems to relate to the production and release of brain derived neurotrophic factor 
(BDNF) (35,36), that is an important growth factor expressed in joint chondrocytes (37) and in 
epiphyseal plaques of patients with osteoarthritis. It is related to the growth and, mainly, 
differentiation (38) of this cellular type, influencing the proliferation pathways and can act as a 
repair agent. In addition, our previous study has demonstrated the involvement of BDNF in knee 
osteoarthritis and its relationship with inflammation and clinical parameters in human (10).  
Since moderate-intensity exercises seem to play a modulatory role resulting in anti-inflammatory 
action, we chose in this study to use the treadmill moderate intensity physical exercise training in 
order to promote mechanical biostimulation of joint compression (1). It is worth noting that 
during the whole period of training there was no increase in joint load, such as inclination of the 
treadmill, in order to guarantee greater internal control of the study by maintaining a constant 
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percentage of joint compression. Thus, active mechanotransduction promotes changes in oxygen 
tension resulting in positive effects on matrix synthesis and cell growth (39). These effects can 
be explained by the displacement (transport) of growth factors or cellular cytokines by altering 
the cellular metabolism. 
In view of the above, our results showed that the training as proposed presented an inflammatory 
control effect, demonstrated by the reduction in the catabolic biomarkers joint level (IL1 and 
TNF) with a modulating effect on the join biomarkers level (IL10 and IL6). 
The beneficial effects of moderate treadmill training seem to be attributed to the ability of the 
suppression of signal transduction pathways of inflammatory and catabolic mediators 
concomitant with the stimulation of anabolic pathways (32,34). In vitro studies have 
demonstrated that mechanical stress of mild to moderate magnitude inhibits inflammation by 
suppression of IL1β, TNF and the transcription of various inflammatory factors and mediators 
involved in joint degradation (40,41). A previous study carried out with rats showed a positive 
effect of moderate intensity physical exercise training on joint osteoarthritis, whereas high 
intensity physical exercise training had a deleterious effect (34). These findings seem to 
demonstrate the role of appropriate dose (intensity, frequency, and duration) of aerobic exercise 
training in modulating chondrocyte response. Our findings once again meet this premise since 
the proposed protocol was effective in reducing the joint level of IL1β and TNF in the trained 
group, as well as reducing the systemic level of MDA, thus improving the gait performance, 
physical performance and functionality. 
To conclude, a low-impact moderate physical training program seems to modulate chondrocytes 
via anabolic pathways, resulting in an inflammatory control by reducing articular IL1β and TNF 
level, decreasing systemic MDA level, promoting positive regulation in joint neurotrophins 
(BNDF), thus resulting in a better performance in gait tasks, as well as physical and motor 




Fig.1. Mean ± S.E.M of status redox biomarkers measured in plasma. SHAM, OA: 
Osteoarthritis; OAT: Osteoarthritis plus exercise training. N = 9 per group. (# Difference 
between OA vs OAT. *Difference between OA vs SHAM). 
 
Fig.2. Mean ± S.E.M of inflammatory biomarkers measured in washed articular (IL1, TNF, 
IL10) or joint capsule (IL6) in SHAM, OA: Osteoarthritis; OAT: Osteoarthritis plus exercise 
training. N = 9 per group. # Difference between OA vs OAT. * Difference between OA vs 
SHAM. 
 
Fig.3. Mean ± S.E.M of functional performance tests in SHAM, OA: Osteoarthritis; OAT: 
Osteoarthritis plus exercise training groups. N = 9 per group  (# Difference between OA vs OAT; 
*Difference between OA vs SHAM). 
 
Fig. 4. Mean ± S.E.M of number of chondrocytes in SHAM, OA: Osteoarthritis; OAT: 
Osteoarthritis plus exercise training groups. N = 9 per group  (# Difference between OA vs OAT, 
*Difference between OA vs SHAM). Representation of the histological cell number. A). SHAM. 



















































































































































































































































































Tab.1. Multiple linear stepwise regression analysis. Legend: β, standardized regression 




Number of falls Time displacement Number of failures 
β P R2 β P R2 β p R2 
   0.58   0.29   0.21 
IL1β (pg/mL) 0.40 0.01*  -0.003 0.99  0.32 0.10  
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